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Composition pharmaceutigue injectable.

La  présente invention concerﬁe un procédé pour amélio-
rer le contrdle des propriétés pharmacocinétiques et
pharmacologiques de substances pharmaceutiquement acti-
ves. Elle concerne également des particules de substan-
ces actives, et leur utilisation dans des formulations

injectables & libération retardée.
Art antérieur

Des substances biologiquement actives, faiblement so-
lubles en milieu physiologique, ont déja été utilisées
---- gous - forme de~suspension"de“particules et-administrées ---
par injection intramusculaire pour obtenir une dissolu-
tion lente, donc un effet prolongé dans l’organisme hu-
main ou animal. Par exemple, des mélanges de norethis-
térone et de mestranol, sous forme de poudre cristal-
line en suspension acqueuse, ont été essayés pour la .
fabrication d‘un anticonceptif injectable intramuscu-
laire(J. Garza Flores et al, Contraception, ﬁai 1988,

Vol. 35, N° 5, 471 - 481).

Probablément i cause des variations de granulométrie et
des irrégularités de forme des particules, ces composi-.
tions de 1l’art antérieur présentent en général plu-

sieurs défauts :

- Courbe ‘de libération des substances actives présen-
tant un fort pic juste aprés 1l’injection, puis une
pente descendante, ce qui augmente la dose totale né-
cessaire pour obtenir un effet durable suffisant.

- Formation occasionnelle de grumeaux ou croites dans.

la suspension.

e hl: oEMDPI ACEMENT '
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—~ Nécessité d’utiliser des aiguilles hypodermiques de

grand diamétre pour éviter le risque d‘un blocage en*

sortie de seringue.

Le brevet FR 2 070 153 (DUPONT DE NEMOURS) décrit des
suspensions de particules de principes actifs enrobées
de matrices de polyméres polylactides. Cette technique
diminue 1l’effet de choc médicamenteux initial et ralen-
tit la 1libération de la substance active. Cependant,
les irrégularités de forme créent, 1a aussi, un  risque

PCI/EP91/01096

d’incident opératoire au moment de l’injection, et les =

variations de forme, de taille et de composition in- .

terne de ces particules entrainent une variabilitéd non

souhaitable des vitesses de. dissolution dans 1l‘orga-

nisme receveur, c’/est-i-dire une dispersion des résul-
tats ne permettant pas une prédiction pharmacocinétique
précise.

Le brevet EP N° 257 368 (AMERICAN CYANAMID CO) décrit .

une composition & usage parentéral constituée de micro-
sphéres de graisses et/ou de cires, d’origines natu-
relle ou synthétique, & bas point de fusion (40-60°),
chargées de particules :d’un polypeptide, par exemple
une hormone de croissance. Lorsque ces compositions
sont injectées & des bovins, l'horﬁbnébde croissance
voit sa dissolution retardée par l’enrobage de cire ou
de graisse, ce qui entraine une prolongation de sa pré-
sence dans l’organisme animal, entrainant une augmenta-
tion de 1la croissance ou de la lactation. Ces micro-
sphéres ont tendance i se déformer, s’agglutiner ou &

coalescer lorsque la température ambiante est_é&levée,.

notamment dans les pays tropicaux (40-60° C), ce qui
peut entrainer des problémes de manutention ou de
stockage. Comme la proportion de polypeptide actif,
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dans la particule, est limitée en pratique & 30 - 40 %,
1l’injection de ces particules présente également 1’in-
convénient dfintroduire dans l’organisme une quantité
de substance-porteur étrangére et inutile & cet orga-
nisme, au moins de l’ordre de 1,5 - 3 fois celle de la

substance active.

D’autres techniques d’enrobage ou de micro-encap-sula-
tions ont &té utilisées dans l’art antérieur dont une

partie est decrlte, par exemple dans "Encyclopedla of

Chemical Technology, 3e edltlon, volume 15, pages 470 &
493 (1981), JOBN WILEY AND SONS. Les micro~-capsules
ainsi formées contiennent souvent des particuleé .“cen—
trales" de taille trés différente, voire pas de parti-
cule centrale du tout. Les micro-sphéres ou mnicro-cap-
sules de l’art antédrieur permettent une dissolution ra-
lentie, donc une libération globalement retardée des
principes actifs. Cependant, compte tenu des hétérogé-
néités de forme et de masse des particules centrales ou.
des particules ultra fines dispersées pouvant se trou-
ver enrobédes dans des capsules de dimension extérieure
semblable, 1la vitesse de libération du principe actif
n’est pas homogéne et un controle f1n de la libération,
voire une llberatlon finement programmée en fonction du

temps n’est pas possible. e

D/’autre part, sur le plan pharmacologique, la repro-
ductibilité et la fiabilité des résultats obtenus avec
ces préparations de l;art antérieur n’est pas suffisan-
te, pour certaines applications comme par exemple 1la

_contraception, ce qui constitue un obstacle & leur emp-

loi, en pratique, sur une grande échelle.

Fei il F DE RFMPLACEMENT
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Une telle 1libération programmée est cependant souhai-
table, en particulier lorsque l’action de la substance

biologiquement active doit cdincider avec un cycle bio-
logique naturel de l’organisme humain ou animal (par ..

exemple menstruel) ou lorsqu’il est important (par
exemple dans le cas d’un analgésique, d’un alcaloide,
d’un tonicardiaque, etc.) ‘que les taux de libération
soient bien contrdlés, pour é&viter toute période de
surdose ou au contraire de sous-dosage au moment d’/une
injection suivant une injection antérieure.

Sommaire de 1’invention

-Le-but -de la présente invention est de fournir des for-

=~

mulations & libération retardée pour 1l’administration
par injection parentérale, destinées par exemple aux
applications citées dans le paragraphe précédent, qui
permettent un contrdle fin de cette libération sans
présenter les inconvénients des suspensions de particu-
les ou des microcapsules de l/art antérieur.

Ce but est atteint grdce & l’emploi de microsphéres so-

" . lides, non poreuses et calibrées, constituées substan-

tiellement de substanceé;pharmaceutiqueﬁént actives.

La vitesse de dissolution d’une miérésphére dans un

milieu-solvant donné (milieu visé de préférence : le
milieu physiologique intérieur) est essentiellement
fonction du raYon de la sphére, compte tenu des rela-
tions liant volume, surface et rayon d’une sphére.

d’utiliser des sphéres solides, non poreuses permet
d’avoir une connaissance précise de la relation masse-
surface des particules et donc, grdce & une sélection

VFEUELLE DE REMPLACEMENT

PCT/EP91/01096

Selcn__un.ﬁaspeét‘-de__laﬂ~présente~_inventioﬂT—le-£ait~




WO 91/19484 PCI/EP91/01096

- 5 =

du calibre des sphéres, c’est-a-dire du rayon ou d’une
répartition de rayons, d’avoir un contrdle précis du
taux de libération du ou deé principes actifs adminis-
trés. Cette méme précision de contrdle, en évitant les
surdosifications ou 1le besoin de compenser des sous-
dosifications, permet de réduire l’administration tota-
le de la ou des substances biologiquement actives & la
quantité minimum requise pour obtenir l’effet thérapeu-
tique désiré et de diminuer ainsi le risque de produire -
chez le malade des effets secondaires indésirables.

Utilisées sous forme de principes actifs purs, les mi-
crosphéres selon la présente invention présentent
l'avéntage‘ par rapport aux particules enrobées ou
micro-encapsulées de l’art antérieur de diminuer le vo-
lume de matidre solide devant étre injectée & un orga-
nisme vivant. Elles présentent &galement l’avantage de
ne pas introduire d’excipient solide inutile plus ou
moins dégradable dans 1‘organisme.

Elles présentent &galement l’avantage de ne pas utili-
ser d’exipient & bas point de fusion (< & 60°C) suscep-
tible ~de faire s’‘aglutiner les sphéres entre elles et
de provoquer des incidents au moment de l'injection.“

Certaines substances péuvent étre assoéiées i des adju-
vants non directement actifs sur l’organisme receveur :
1’association peut comprendre divers moyens additifs
pharmaceutiquement acceptables pour améliorer la stabi-
1ité ou 1l’intégrité chimique des substances biologique-
ment actives, étant entendu qu’il ne s’agit pas d’exci-
pients de type vecteur. En particulier, il peut s’avé-
rer utile d’abaisser le point de fusion ou d’inhiber
une réaction de décomposition durant le procédé de fa-
brication (par exemple le procédé par fusion-congéla-

tion) des microsphéres.

AEin e = NE DEMDI ACSMENY
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Par rapport aux suspensions de principes actifs purs
sous forme de particules de formes irrégulidres connues’
dans 1l‘art antérieur, les microsphdres selon la pré-:
sente invention ont l’avantage d’avoir moins tendance a
s’agglutiner et de passer de maniére plus fluide par
une aiguille hypodermique. D’autre part, des microsphé-
res peuvent é&tre triées et séparées de maniére plus
fine et plus fiable en fonction de leur taille, que des
particules de formes irréguliéres.

La formulation selon 1la présente invention peut se
présenter sous forme de poudre de microsphéres en fla-
cons-ampoules, préte & é&tre mise en suspension, ou sous .
forme de suspension déja préparée en ampoules injec-
tables prétes & &tre administrées en médecine humaine
ou vétérinaire. Le milieu de suspension peut é&tre de
l1’eau, une solution saline, une huile, contenant les
tampons, surfactants, conservants, habituellement uti-
lisés dans les suspensions injectables par les pharma-
co-techniciens, ou tout autre substance ou combinaison
qui ne menace pas l’intégrité physique et chimique des
substances en suspension et qui convienne pour 1l/orga-
nisme qui la recevra. Si l’on souhaite éviter une élé-
vation initiale brusque du taux de principe actif dans
le milieu intérieur de l’organisme réceéeur, on préfe-
rera, dans le cas des suspensions prétes & 1l’emploi,
l’utilisation de vecteurs liquides dans lequel lesdits
principes actifs sont pratiquement insolubles. Dans le
cas de  substances actives partiellement solubles dans

le vecteur liquide tiéde, mais insolubles & froid, on

préférera, sur le plan pharmacologique, &viter la for= ¢ __—4.

mation de précipités (dit effet de "caking") en réali-
sant des formﬁlatiqns présentant séparément les micro-
sphéres en poudre et le vecteur liquide qui ne seront
mélangés qu’au moment de 1/injection.

FEULILLE DE REMPLACELISNT ‘
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Dans les applications vétérinaires, ol la durée d’effet
désirée peut étre trés longué (par exemple période de
lactation de la femelle adulte), on peut utiliser des
diamétres de quelques centaines de microns. Si on sou-
haite limiter 1le diamétre des aiguilles de seringues
d’injection pour le confort du patient , il est bon de
limiter 1le diamétre des microsphéres & 300 microns et
plus préférablement & 100 microns. Par contre, pour des
durées d’‘effet désiré trés courtes (par exemple circa-
diennes), le diamétre de la microsphére peut s’abaisser

a 1 micron.

Pour la plupart des applications en médecine humaine
(durée d’action du principe actif comprise entre un
cycle circadien et un cycle mensuel), i1 est préférable
d’utiliser des microsphéres dont le diamétre soit com-
pris 'entre 5 et 100 microns, selon les substances ac-

tives.

Une condition essentielle pour réaliser la forme galé-
nique‘selon la présente invention est de disposer de
lots de microsphéres_ca;ib;ées!Agfest-é-dire homogénes
en diamétfé. Si nécessaire, un tri des microsphéres se-
lon leur diamétre peut é&tre réalisé lors de la fabrica-
tion 4 l’aide de procédés connus : par exemple par sé-
parateurs cycloniques, par tamisage avec succion d‘air
ou encore par tamisage en milieu liquide. ' En pratique,
i1 suffit que plus de 70 % des microsphéres aient des
diamétres compris entre 70 ¥ et 130 % d’un diamétre
spécifié. Si besoin, la courbe de dissolution idéale,
déterminée par l’application envisagée, peut é&tre ap-
prochée en effectuant un mélange de lots ayant des dia-

métres différents appropriés.

EEHMIIIE NE DEAD ANCATUY
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Des procédés pour mettre un produit solide sous forme
de microsphéres, par abrasion mécanique, sont connus
dans 1l‘état de la technigue. D’autres procédés utili:
sent, par exemple, la mise en suspension du produit &
1’état fondu sous forme de microgouttes, sous agita-
tion, dans un vecteur liquide avec lequel ledit produit
est non miscible, suivi de la solidification dudit pro-
duit. Le brevet WO 90713285 décrit un procédé de fabri-
cation de microsphéres poreuses obtenues par pulvérisa-
tion, congélation et lyophilisation dans un gaz froid,
de sﬁbstances préalablement‘dissoutes dans un solvant
adéquat. Pour réaliser les microsphéres solides et non.
poreuses selon la présente invention, on a préféréAdéf
velbpper, pour les substances qui peuvent é&tre mainte-
nues & 1/état chimiquement stable au-dessus du point de

~

fusion, un procédé qui consiste & pulvériser sous pres-
sion et/ou & 1l’aide de gaz chaud la substance (éven-
tuellement avec des additifs) & l1’état fondu, puis a
congeler rapidement 1le brouillard ainsi formé dans un

gaz froid.

De plus, 1les particules non conformes aux spécifica-
tions peuvent é&tre recyclées.

Compte tenu des conditions d’utilisation, sur le plan
pharmacologique, les formulations selon la présenté in- o i
vention sont particulidrement adaptées & des substances
dont la température de fusion est supérieure & 60° et
qui sont thermostables au-dessus de leur point de fu-
sion (ou qui peuvent étre rendus thermostables & liaide
draditifs) pour pouvoir subir le procédé de fabrica-

tion.-Un-additif peut-&galement-é&tre-utilisé- pour --sup-—----——— —
primer une transition de phase, d’une phase solide &°

une autre phase solide, succeptible de fragiliser .la .
structure de la sphére. Le procédé est également adapté

i des mélanges de substances actives en solution solidé

1’une dans l’autre.

FeEn 1 E NE DEUDI ANCRIENTY ' _ o ;
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La présente invention sera mieux comprise & l’aide des
figures et des exemples ci-dessous. Elle n’est cepen-
dant pas limitée & ces formes d’exécution, mais seule-

ment par la teneur des revendications.

Bréve description des fiqures

La figure 1 montre le schéma de fabrication des micro-

sphéres selon la présente invention.

La figure 2 montre des microsphéres de progestérone
(0 moyen = 50 pm - 100 um). '

la figure 3 montre des microsphéres de 17-f-estradiol

(0 moyen = 100 pm).

La figure 4 montre la répartition granulométrique d’une
fraction (® moyen = 25 pm) de sphéres de cholestérol.

la figure 5 représente un montage expérimental pour dé-
terminer la vitesse de dissolution de microsphéres.

La figure 6 montre les profils de dissolution comparés
de microsphéres et de cristaux de progestérone (50-125

ym) .

La figure 7 montre les vitesses de dissolution compa-
rées de microsphéres et de cristaux de progestérone
sous forme de dérivés de l/absorbance optique en fonc-

tion du temps.

Les figures 8 et 9 montrent les profils de dissolution
comparés de microsphéres et de cristaux de 17-f~
estradiol ( 50 a 100 pm).

SO It & P go Y h"‘.nl" “.ﬂ—..—‘l-



WO 91/19484 ' PCI/EP91/01096

- 10 -

Les figures 10 et 11 montrent les profils de dissolu-
tion comparés de microsphéres et de cristaux de proges=
térone (50 a 100 um). :

Les figures 12 et 13 montrent les profils de dissolu-
tion comparés de microsphéres et de cristaux de napro-
xéne.

Les figures 14, 15, 16 montrent les niveaux plasmati- .
ques obtenus (chez le lapin) avec de la progestérone
par injection, respectivement d’une solution huileuse;
de cristaux de taille moyenne 44 ym, et de microsphéres -
de taille moyenne 44 pm.

Les figures 17, 18, 19 montrent les niveaux plasmati-
gues obtenus (chez le lapin) avec du 17-f-estradiol par
injection, respectivement d’une soclution huileuse, de
cristaux et de microsphéres.

La figure 20 montre les niveaux plasmatiques obtenus
(chez 1le lapin) avec du naproxéne, respectivement d’une
solution (courbe 0), de cristaux (courbe 1) et de mi-
crosphéres (courbe 2).

Les figures 21 et 22 montrent les pfofils de dissolu-
tion comparés de microsphéres et de cristaux d’indomé-
thacine (50 & 100 ym).

Dans 1es.figureé de 6 & 13 et 20 & 22 les abcisses sont

indiquées en heures, dans les figures 14 a 19 les
abcisses sont -indiquées—en-jours,—aprés -l-injection.

FEUILLE DE REMPLACEILENT.
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Exemple 1 : fabrication de microsphéres de progestérone.

Nous nous référons a. la figufe 1. De l’azote préchauffé
“sous pression est envoyé par le tube d’entrée A, dans
le dispositif pulvérisateur et traverse une zone de
chauffége B thermo-régulée ol il est porté a une tempé-'
rature éomprise entre 125 et 130°C, avant d’étre admis
dans le pulvérisateur D. Le pulvérisateur D est relié
par une tubulure & une enceinte C chauffée dans laquel-
le la progestérone est maintenue & l’état fondu (T =
130°C) et sous pression d’azote (entrée A;) . Elle est
entrainée par le courant d’azote et mélangée & celui-
ci, pour étre pulvérisée en brouillard par la buse de
sortie du pulvérisateur D et pénétre dans la chambre de
pulvérisation-congélation F. Un réservoir E contient de
l/azote liquidé qui s’évapore et pénétre par plusieurs
canalisations sous forme de gaz ultra froid, & grande
vitesse, dans lé chambre de pulvérisation-congélation -
F, ol il rencontre le brouillard de progestérone. Les
gouttelettes, sitét aprés leur formation par le pﬁlvé-
risateur sont entourées d’un courant de gaz glacial qui
les cristalise en microsphéres et les empéche de tou-
cher les parois avant leur solidification totale. La -
température ala ébrtie.de la chambre de pulvérisation-
congélation est comprise entre - 15° et - 50°C. La to-
‘talité des microsphéres produite & 1‘aide de cette
chambre F ont uné forme sphérique parfaite. A la sortie
de la chambre F se trouvent deux séparateurs cycloni-
ques, G,, G,, (de construction connue par ailleurs)
montés en série. Pour un fractionnement plus fin, le
nombre de cyclones peut étre augmenté. Les microsphéres
sont récupérées dans des récipients collecteurs H;, et
H,; les gaz, & la sortie des cyclones, traversent un
filtre décontaminant I, dans lequel une légére dé-
pression par rapport & la pression régnant dans le pre-

FEUILLE NF RFMP! ACFMENT
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mier cyclone est maintenue & 1l’aide d‘une pompe. La
figure 2 montre une microphotographie d’une fraction (0

= 50 pm & 100 pm) de microsphéres. de progestérone récu-.
pérées (au microscope électronique).

Exemple 2 :

les mémes conditions opératoires (sauf TF = 185°C) sont
appliquées & la fabrication de microsphéres de 17-f-
estradiol avec les mémes résultats.

La figure 3 montre une microphotographie d’une fraction.,
de ces microsphéres, de diamétre moyen 100 pm.

Exemple 3 : Répartition granulométriqué.

Des microsphéres de cholestérol sont fabriquées par le .
méme procédé opératoire que dans 1’exemp1e'1. Aprés sé-
paration, 1la fraction de diamétre moyen 25 ym présente
la distribution granulométrique montrée dans la figure
4.

Exemple 4 : Fabrication de microsphéres de naproxéne.

on utilise le procéaé de l’exemple 1. Conditions QpéraQ.
toires : S | '
Fusion : 160°C en atmosphére d’azote.

Aspersion : par valve, avec pression d’air de 2,0 psi
(140g/cm2)

Congélation : par air & - 20°C, sous pression de 4
kg/cm2 '
Recouvrement : _par cyclones___ __

Sélection en milieu acqueux et par criblage selon la

granulométrie.

:min L= DE REMPLACEMENT. '
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Exemple 5 : microsphéres de progestérone

on utilise 1le procédé de 1l’exemple 1. Conditions

opératoires :
Fusion : 130°C en atmosphére d’azote.

Aspersioh : par valve, avec pression d’air de 0.5 psi
(70g/m2) ‘
Congélation : par air & - 20°C, sous pression de 4
kg/cm2’ _

Recouvrement : par cyclones .
Sélection : en milieu acqueux et par criblage selon la
granulométrie. '

Exemple 6 : 17-B-estradiol

on utilise le procédé de 1/exemple. 1. conditions opéra-
toires :

Fusion : 185°C en atmosphére d’azote.

Aspersion : par valve, avec pression d’air de 2,0 psi
(140g/cm2) '

Congélation : par air a - 10°C, sous pression de 3
kg/cm2 Cen

Recouvrement : par cyclones

Sélection :'en milieu acqueux et par criblage selon la

granulométrie.

ecema o @ s eveaaRE ANATUZUTP
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Exemple 7 : microsphéres d’indométhacine

on utilise le procédé de l’exemple 1. Conditions
opératoires : E
Fusion : 165°C en atmosphére d’azote.

Aspersion : par valve, avec pression d’air de 1,5 psi
(110g/cm2)

Congélation : par air & - 20°C, sous préssion de 4
kg/cm2

Recouvrement : par cyclones

sélection : én milieu'acqueux et par driblage_séion la
granulométrie. )

Analyses comparatives spectrophotométrique UV et IR
avant et aprés formation de microsphéres. '

I1 est nécessaire de vérifier qu‘aucune dégradation
chimique des substances n’intervient au cours du pro-
cessus de fusion-congélation, qui puisse modifier leur
action thérapeutique. La comparaison se fait entre 1la
matiére premiére (cristaux) et les microsphéres obte-
nues par fusion—conqélatién, par analyse spectrophoto-
métrique en UV et eni IR. Les graphiques "avant et
aprés" doivent toujours étre superposables en UV et gé-
néralement IR. Lorsqu’il apparait des q;fférences.dans
les courbes d’infrarouge, il convient de vérifier si
elles n’ont pas été causées par un phénoméne de poly-v
morphisme, en ayant recours & la chromatographie liqui-
de de haute résolution avec arrangement de diodes. Il
convient également de recourir & la thermographie, non
seulement pour bien cerner les points de fusion, mais

- _aussi-pour dé&terminer-s’il-y-apparaissent-des—endother-———
mies ou exothermies qui peuvent aussi bien exprimer des
modifications structurelles ou un polymorphisme, sus-
ceptibles d’avoir un effet sur le processus de forma-
tion des microsphéres, que les dégradations chimiques
produites par le chauffage.

FEUILLE DE REMPLACEMENT
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Appareil utilisé en spectrographie en ultraviolet :
Hewlett Packard modéle 8452A avec arrangement de photo-
diodes, avec cellule de quartz ayant un faisceau de 0,1

cm.

Solvents : ethanol pour le 17-f-estradiol, la proges-
térone et le cholestérol; HC1 & 0,1 N pour le napro-
xene, NaOH & 0,1 pour l’indométhacine.

‘Les résultats ne montrent pas de trace d’alération.

Appareil utilisé en spectrophotométrie en infrarouge :
Beckmann Acculab 10. Milieu de dispersion : bromure <de

potasse

Chromatographe :  liquide de haute résolution avec dé-
tection par arrangement de photodiodes : Waters 990 et
N.E.C. Powermate 2 workstation.

Les résultats ne montrent aucune altération aprés la
mise en microsphéres pour 1’indométhacine, la progesté-
rone, le 17-B-estradiol et»le naproxene.

Thermographe : SHIMADZU DSC-50 CalormeEe:\et CR4A work-

station.

Les'péints de fusion relevés sur les thermogrammes dif-
férentiels, montrent qu’il n‘y a pas eu d’altération
chimique des substances (exemple : TF cristaux : 130°C,
TF microsphéres : 129°C pour la progestérone). Les
thermogrammes de 1la progéestérone et du 17-B-estradiol
montrent seulement une modification morphologique des

phases cristallines solides.
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Exemple 8 : Courbes de dissolution de microsphéres de
progestérone. '

Les essais peuvent menés soit dans l’eau pure, soit?
dans un milieu eau/polypropyléne-glycel 1:1 pour accé- .

lérer 1la dissolution. Le montage expérimental est mon-
tré par 1la flgure 5. Une cellule & perfusion 1, conte-
nant 1’échantillon, est alimentée . par un réservoir
(agité) de milieu de dissolution 2; les deux sont con-
tenus dans un bain-marie 3. La den51te optigue du mi-

lieu, a 240 nm, est enregistrée par ‘un spectrophoto-
métre 4 et le milieu est ramenéd dans le réservoir. Unm -

=~

piége & bulle 5 et une pompe péristaltique 6 complétent:

le circuit.

La figure 6 montre les profils de dissolution comparés

de microsphéres (courbe 2) et de cristaux (courbe 1) de

granulométries comprises entre 50 et 125 ym, mesurés
par la variation d/absorbance optique en fonction du
temps. L’‘’essai est effectué dans un milieu eau/PPG
50:50. On constate que la dissolution est retardée par
la mise en forme de microsphéres.

La figure 7 montre les vitesses de dissolution (déri-
vées des variations de D.O. en fonction du temps) de
cristaux (1) et de microsphéres (2)15e—héme granulomé-
trie moyenne (environ 150 um). La distribution granu-
lométrique des cristaux est plus hétérogéne et_isur
courbe de dissolution plus irréguliere que celle des
microsphéres. '

EE1 1'E NE AEMPLACEMENT
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Les. exemples suivants montrent la reproductibilité
comparée des parties initialés des courbes de dissolu-
tion de cristaux et de microsphéres de granulométrie
comparable, d‘un méme produit. L‘appareil utilisé est
celui de la figure 5. Plusieurs (de 3 = 6) circuits de
mesure (cellules de dissolution et tubulures) contenant
des échantillons identiques, sont mis en ceuvre en pa-
ralléles par la méme pompe péristaltique et mesurés si-

multanément.

Exemple 10 : Dissolution de cristaux de progestérone
(fig. 11) / microsphéres de progestérone (fig. 10).

Milieu de dissolution utilisé : H,0 qualité HPLC -avec
0,01 % de Tween 80
Echantillon : 50 mg.

=~

granulométrie : 50 & 100 microns
Intervalles d’échantillonage : 0, 2, 4, 8, 14,20 heures. N

Longueur d’ondes de spectrophotométrie : 240 nm

Exemple 11. Dissolution de microsphéres de naproxene
(fig. 12) / cristaux de naproxene (fig. 13). L’appareil

utilisé est celui de la figure N° 5.

Milieu de dissolution utilisé : H,O qualité HPLC avec
0,01 % de Tween 80

Echantillon : 50 mg.

granulométrie : 50 & 100 microns

Intervalles d’échantillonage : 0,1,3,6,9,12,24 heures
Longueur d’ondes de spectrophotométrie : 232 nm

PEIININ A AP MRraami A Aamaamaces
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Exemple 12 : Dissolution de microsphéres de 17-f-
estradiol : (Fig. 9) / cristaux de 17-Bp-estradiol (fig.
8) . L'appareil utilisé est celui de la figure N° 5,

Milieu de dissolution utilisé : H,0 qualité HPLC avec
0,01 % de Tween 80

Echantillon : 50 mg.

granulométrie : 50 & 100 microns

Intervalles d’échantillonage :. 0, 2, 4, 18 heures
Longueur d’ondes de spectrophotométrie : 282 nm

L’ensemble des courbes montre que la reproductibilité

des résultats et la régularité des profils de.
dissolution est meilleure pour des lots de microsphéres

que pour des lots de cristauk, dans la phase initiale

de dissolution (qui est la période la plus critique).

Exemple 14 : Formulations injectables

Formule N° 1

Microsphéres de progestérone 75 mg
- Polyéthyléne Glycol 800 o 20 mg
Carboxyméthylcélulose sodique 1.66 mg
Polysorbate 80? . 2.0 mg
Propylparab&ne , " 0.14 mg
Nacl ‘ 1.2 mng
H, O cbp 1 ml

FEUILLE DE REMPLACEMENT
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Formule N° 2
Microsphéres de 17—B-estradi61 2.5 mng
Polyéthyléne Glycol 800 20 20 ng
Carboxyméthylcélulose sodigque 1.66 mg
Polysorbate 80 : 2.0 ng
Propylparabéne ' 0.14 mg
‘NacCl : 1.2 mg
H, 0 cbp : - 1 ml
Formule N° 3.
Microsphéres de Naproxene 100 mg
Carboxyméthylcélulose sodique 5.0 mg
Polysorbate 80 : 4.0 mg
Nacl ' 9.0 mg
Alcool de benzyl 9.0 mg
H, 0 cbp < 1 ml

Exemple 15 : Etude des niveaux plasmatiques de proges-
térone chez le lapin (fig. 14, 15, 16).

L’étude comprend l/évaluation comparée de l’effet sur
les niveaux plasﬁatiques chez le 1lapin, produit par
1l/administration parentérale de progestérone sous forme
d’une solution huileuse (0), d’une suspension  aqueuse
de cristaux (1) et d‘une suspension agqueuse de micros-
phéres (2) (formule N° 1, granulométrie moyenne : 44

pm)

A 10 lapins mdles de race Nouvelle Zélande d’un poids
moyen de 3,5 Kg on administre une dose unique intramus-

culaire de 150 mg de progestérone (2 ml).

el e I;E'QBIIDI ACFMENT
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L’intervalle d‘échantillonage est de 1, 2, 4 et 24
heures durant 20 jours, puis & chaque trois jours jus-

=

gqu’d atteindre 30 jours.

Les prises sont de 2ml par venoponction, sont centrifu-
gées, puis gardées & -20°C jusqu’d 1l’analyse par ra-
dioimmunoanalyse.

Exemple 16 : Etude des niveaux plasmatiques d’estradiol
chez le lapin. ’

L’étude comprend 1‘’évaluation comparée de 1’effet sur
les niveaux plasmatiques chez 1le lapin, produit par =
1’administration parentérale d’estradiol en forme d’une
solution huileuse (0), dfune suspensioh aqueuse de
cristaux (1) et d’une suspension aqueuse de micro-
sphéres d’estradiol (2) (formule N° 2, granulométrie
50-100 pm). |

A 8 lapins mdles de race Nouvelle Zélande d’un poids
moyen de 3,5 Kg on administre une dose unique intramus-
culaire contenant 5 mg d‘estradiocl (2 ml).

L’intervalle d’échantillonage est de 1, 2, 4 et 24

~

heures durant 20 jours, puis & chaque trois jours jus-

~

qu’d atteindre 30 jours.

Les prises sont de 2ml par venoponction, sont centrifu-

gées, puis gardées & -20°C jusqu’d 1l’analyse par ra-
dioimmunoanalyse.

FFUILLE DE REMPLACEMENT
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Exemple -17 : Evolution comparative des niveaux plasma-
tiques de naproxene en solution huileuse et en suspen-

sion de microsphéres.

Sujets d’expérimentation : lapins de race Nouvelle-Zé-
lande agés d’environ 5 mois et pesant en moyenne 3,7 kg.

La prise de reference est de 5 ml de sang par ponction
cardiaque, sulvle de 1l’administration intramusculaire
de 2ml de la formule & tester (formule 3) dans le menm-

bre inférieur droit.

Les prlses i analyser furent prélevées a intervalles de

- 30 min. durant”2 "heures et-a -intervalles- de 60 ' min.
jusqu‘a completer 6 heures. Dans plusieurs essais, en
fonction des caractéristiques cinétiques du médicament,
il y eut des prises additionnelles.

Des prises a analyser de 2ml, également prélevées par
Aponction cardiaque, fufent placées en Vacutainer,

additionnées d’héparine, centrifugées i 3000 rpm durant

10 min., puis le plasma séparé et congelé en cryotubes

a -20°C jusqu’ad son analyse.
La figure 20 montre que la variation des niveaux plas-
mathue, atteints apres injection de mlcrosphéres, est
beaucoup plus regullere que celle obtenue aprés injec-
tion de particules de forme quelconque (50-100 ym) .

sou | = NE.REMPLACEMENT | , . .
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En résumé, ' l’ensemble des résultats ci-dessus montre
que dans la phase initiale de dissolution, des substan-

ces ’pharmaceutiquement actives présentent des valeurs:
numériques plus reproductibles et un profil de dissolu-+

tion plus 7régulier lorsqu’elles sont sous forme
d’échantillon de micro-sphéres calibrées que sous forme
de particules de formes irréguliéres. Ceci permet de
calculer de manidre plus précise une dose pharmaceuti-

quement efficace. De plus, la disparition, ou du moins

la forte diminution du pic initial de dissolution (par
rapport & des cristaux ou des particuies"quelcdnqhes)

ainsi que le ralentissement et la prolongation globaler
du phénoméne de dissolution permet de calculer des:

doses unitaires plus importantes destinées & &tre admi-
nistrées & des intervalles de temps plus espacés.

"D’autre part, les résultats ci-dessus montrent que
l’utilisation de ce fype de structure convient aussi
bien & la fabrication des médicaments dont la durée
d’action est relativement courte, gquelques heures &
quelques jours (p.e. analgésiques) qu’ad des substances
dont la durée d‘action envisagée est de plusieurs se-
maines. Parmi ces dernidres on peut citer en particu-
lier 1’utilisation d’hormones sexuelles (comme la pro-
gestérone et' le 17-f-estradiol) pgur~la fabrication

d’anticonceptifs destinés & une injection mensuelle ou

d’anticonceptifs destinés plus particuliérement a la
femme post-partum, ou encore pour la fabrication de mé-
dicaments & longue durée d’action, injectables, desti-
nés & la prévention de 1l’ostéoporose chez la femme

ménopausée.

. EERIIN1E DE REMPLACEMENT
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Le procédé de fabrication décrit ci-dessus, les struc-
tures sphériques et les formulations obtenues et leur
utilisation par voie parentérale‘par injection ne sont:
bien entendu pas limitées aux substances données ' en
exemples ci-dessus) mais sont applicables a toutes sub-
stances pharmacologiquement actives, chimiquement sta-
bles pendant la micronisation, 3 condition que les mo-
difications pharmacocinétiques que permettent les mi-
crosphéres (durée bréve ou longue selon le diamétre,
régularisation des profils plasmatique), présentent .un
avantage thérapeutique ou de commodité et que les doses
i administrer ne dépassent pas un volume raisonnable.
on peut choisir le mode d’administration parmi 1’injec-
“tion hypodermique, 1’injection sous cutanée, 1l1l’injec-
tion intramusculaire, 1l’injection intra-articulaire et
1’injection intra-rachidienne, selon 1'application en-

visagée.

——sne 3 Mn SuEe FMIEAAAS A AEANS AW




WO 91/19484 PCI/EP91/01096

- 24 -

REVENDICATIONS

1. Microsphére solide, non boreuse, d’un diamétre com-:
pris entre 1 ym et 300 pm constitude essentiellement
d’au moins une substance pharmaceutiquement active in-
jectable.

2. Microsphére selon la revendication 1, caractérisée
en ce que le diamétre de ladite microsphére est compris
entre 5 et 100 pm.

3. Microsphére selon la revendication 2, caractérisée
en ce que son point de fusion est supérieur a 60°C.

4. Microsphére selon la revendication 3, caractérisée
en que sa composition comprend également des additifs
pharmaceutiquement acceptables.

5. Microsphére selon 1la revendication 1, obtenue par
pulvérisation de ladite substance & 1l’é&tat fondu et
congélation rapide des gouttelettes dans un gaz froid.

6. Microsphére selon la revendication 1, caractérisée

en ce que la substance pharmaceutique active est choi-
sie parmi les stéroides.

7. Microsphére selon la revendication 5, caractérisée
en ce que ladite substance pharmaceutiquement active
est la progestérone.

8. Microsphére selon la revendication 5, caractérisée ;
en ce que ladite substance pharmaceutiquement_ active =

est le 17-f-estradiol.

FEUILLE DE REMPLACEMENT
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9. Microsphére selon la revendication 1, caractérisée
en ce gque ladite substance pharmaceutiquement active

est choisie parmi les analgésiques.

10. Microsphére selon la revendication 5, caractérisée
en ce que ladite substance pharmaceutiquement active

est le naproxene.

11. Microsphére selon la revendication 5, caractérisée
en ce que ladite substance pharmaceutiquement active

est 1’indomethacine.

12. Procédé pour améliorer le contrdle des propriétés
= pharmacocinétiqueSTet"pharmacologiqueS'd’une-*substance'
pharmaceutiquement active injectable, consistant & met-
-tre ladite substance sous forme de microsphéres solides
non poreuses de diamétre compris entre 1 et 300 ym et &
séparer lesdites microsphéres en fractions calibrées'

selon leurs diamétres.

13. Procédé selon la revendication 12, caractérisé en
ce que la séparation en fractions est effectuée de
_fagon & ce que plus de 70 % desdites microsphéres aient

des diamdtres compris entre 70 % et 130 % d‘un diameétre

spécifie. : N

14. Procédé selon la revendication 13 comprenant les

étapes suivantes :

a. Fusion de la -substance active sous atmosphére

inerte.

b. Pulvérisation en brouillard de gouttelettes sous
pression d‘atmosphére inerte.

c. Congélation en atmosphére froide.

d. Tri par fractions granulométriques.

e e i e —— e e A saSER A6

B



WO 91/19484

- 26 -

15. Utilisation de microsphéres selon l’une quelconque

~

des revendications 1 & 11, calibrées, pour la fabrica-i:

=

tion d‘une formulation destinée & 1l’administration pa-:#

rentérale par injection.

16. Utilisation selon la revendication 15, caractérisée
en ce que le mode d’administration est choisi parmi
1l’injection hypodermique, 1l‘injection sous-cutanée,
‘1’injection intramusculaire, 1’/injection intra-articu-
laire et 1/injection intra-rachidienne.

17. Utilisation selon la revendication 16, caractérisée
en ce gque lesdites microsphéres sont présentées sous
forme d‘une poudre, préte a étre mise en suspension au
moment de l1l’emploi dans un vecteur 1liquide pharmaceu-
tiquement acceptable choisi parmi les solutions acqueu-

ses, notamment une solution saline, et les huiles.

18. Utilisation selon la revendication 16, caractérisée
en ce que lesdites microsphéres sont présentées sous
forme d‘une suspension dans un vecteur liquide pharma-
ceutiquement acceptable dans lequel 1lesdites micro-
sphéres sont sensiblement insolubles.

19. Utilisation de microsphéres selon la revendication

1 pour la fabrication d‘un anticonceptif destiné a

l’injection parentérale, caractérisée en.ce que 1adite'

formulation comprend une association de microsphéres

calibrées de progestérone et de microsphéres calibrées

de 17-p-estradiol.

PCI/EP91/01096

-

20. Utilisation de microsphéres de progestérone selon
la revendication 5, pour la fabrication d’un anticon-
ceptif post partum destiné & 1l’injection parentérale.

FEUILLE DE REMPLACEMENT
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21. Utilisation de microsphéres de progestérone selon
la revendication 5 pour la fabrication d’un médicament
administrable par injection parentérale destiné & la
prévention de l’/ostéoporose chez la femme ménopausée.

22. utilisation de microsphéres selon l’/une des reven-
‘dications 9, 10, 11, pour la fabrication d’un analgesi-
que & action prolongée destiné a 1/injection parenté-

rale.
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Niveaux plasmatiques d'extradiol chez
le lapin, aprés injection de 5 mg de
cristaux en suspension aqueuse
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